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(54) Titulo: Proceso de preparacion del complejo soluble en agua conteniendo el compuesto
resveratrol, Productos formando dicho complejo y Usos de los mismos

Resumen:

La presente invencidén ofrece productos conteniendo resveratrol con alta solubilidad en agua y
composiciones nutracéuticas y/o ioterdpicas. conteniendo dichas substancias, Los procesos para
obtenerlos incluyen el aumento de solubilidad del polifenol correspondiente al compuesta resvieratrol,
preferentements  trans-resveratiol en agua, mediante su complejacién con ciclodexirina  bajo
condicionzs especificas que favorecen el equilibrio termodindmico. Los productos de la invencion
precentan alta colubilidad 3y pureza en medio acuoco, ciendo, por tanto, ufiles para preparar
composiciones  nutracéuticas  (farmacéuticas  y/o  alimentarias) con  actividades  antioxidante,
antiinflamatoria, antiviral. aniidiabética. cardioprotectora, neuroproieciora y quimioprotectora; ademas
de proieger contra infecciones e isquemia, reduciendo la obesidad y previniendo €] envejecimienio.
También proporcionan composicionss {itolerapicas utiles para las misma actividades terapéuticas,
preparadas a partiv del complejo de resveratrol y el compuesto ciclodexirina, preferentemente beta-

ciclodextrina/trans-resveratrol.
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(57) Resurien:

La presente invencién ofrece productos conteniends resveratrol con alia solubilidad en agna y compaciciones
nutracéuticas y/o fitoterpicas, conteniends dichas subsiancias. Los procecos para obtenalas incluyen el
aumento de zolubilidad del polifenol corrsspondienie al compuesto resveratrol, prefereniemente trans-
resveratrol en agua, mediante su complejacién con ciclodertrina bajo condiciones especificas que favoraeen &l
equilibrio termodindmico. Los productos de la invencién presentan alta solubilidad v pureza en medio acuoso,
siendo, por tanto, tiles para preparar composiciones muracéuticas (farmacéuticas y/o alimentariaz) con
actividades antioxidante, antiinflamatocia, antiviral, antidiabética, cardioprotectora, nemoprotectora y
quimioprotectora; ademds de proteger contra infecciones e isquemia, reduciendo 1a obesidad y previniendo el
envejecimiento. También proporcionan composicionez fiioterapicas utiles pma lac mizma actividades
terapénticas, preparadas a partir del complejo de resveraieal y 2l compuesto ciclodexiving, preferentemente
eta-ciclodextrina/frans-resveratrol.
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Procese de preparacién del complejo soluble en agua conteniendo ¢l compuesto

resveratrol, Productos formando dicho complejo y Usos de los mismos

Campo de la Invencion

La presente invencion esta relacionada a los productos que contiznen una
forma mejorada de resveratrol, a2 composicionss  nulracéuticas o farmacéuiicas,
particularmente a lac fitoterdpicas, que contienen dichas productos, y a los procezos para
obtencion del complejo de recveratrol y el compuesto ciclodexiring con alia solubilidad. Los-
productos de la invencién presenian sorprendeniemenis una alta zolubilidad en agua Ys

ecuentemenie, una biodicponibilidad mejorada.

Antecedentes de la invencion

Los componentes de resveratrol. ecpecialmente  (rans-resveratrol (3.5,4-
trihidroxizstilbena) presenta achividades  anticosidante. antiinflamatoria,  aniiviral,
cardioprateciors, newoproisctora y quiniiaproieciora. Ademas de proleger contra infecciones

e icquemia, ellos reducen la abesidad y previenen el envejecimienic. El tranz-recveratrel es

un polifencl encontrade principalimente =n la ara d= las uvas rojaz y en el vino rejo.
Cuanto mas intznzo ez el color del ving o de laz uvas, mas alto ez el contenido de polifenol.
Estudios parecen indicar que el trans-reaveratrol pucde bajar loc nivelzs de lipoproieinas de

baja densidad, también conocidas como las LDL colesteral o calesiersl “malc”, y elevar los
niveles de lac lipoproteinaz de alia densidad. HDL colesterol, o colesierol “bueno”.
Especialmente en cu estade oxidado. 1 LDL pueds cer retenido en las paredec de los vasos
sanguineos recultando en la formacion de placas de aieroma. Esiaz placas causan
arterioesclerasic, que lleva a la obstruceion de los vases sanguinzoz. El tranz-rezveratrol
estimula la produccién de HDL por parte del higade, disminuye la produccién de LDL y
permite la oxidacién del LDL circulaniz, por lo ianto, juega un papel en la reduccion del
riesgo de accidentec cardiovasculares, como el infarte, de raiccardio.

El tran:-relsveratrol s también ampliamenie conocido como un modulador de
la expresion y actividad de la clase de= proizina llamada sirivina. Los moduladores zirtuina
son componentes up regulate (activan o ectimulan). down regulate (inhiben o eliminan). o
cambian la propiedad funcional o 12 actividad bioldgica de la proizina sirtuina.

Sirtuina es un mieribro de la familia de lag proieinas deacerilagas (Sirininasg), o

mas bien de la familia Sir2. que incluys proieina de levadura Sir? (GenBanl: Acceccion N°

Cceclo

@
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(GenPBanl Accession 11° HM_012238 v 1IF_036370 o AF083105) y SIRT? (GenBanl:

P53685), C. cleganc Sir-2.1 (GenPanl Accecsion 11° HP_501212), y SIRT! humana
Acceezion TI° TIM_012237, 111030393, 11P_036269, 1 P_08509¢, y AF083107).

Los moduladores de la proteina cirtwina, coma los companantzs  dal
resveratrol, particularmaznte los devivados iranc-resveratral, actian minimizande o tratando
las dolencias del envejecimiento, laz enfermedades crénico-degeneraiivas de los s'stemaé
circulatorio y neurolégico. como enfermedades oculares (WO 2006/127987), peicopatologias
(WO 2006/132418). diabeics (WO 2006/1045805), cancer (WO 2006/104586), y obesidad
(US 2006/111435).

Sin embarga, el tranz-recverairol tiens baja solubilidad en agua, menos de 0.03
2/l, 1o cual complica = adininiztracién oral (biodizponibilidad) y cu uco como aditive en
bebidaz no aleohdlicas. Para eludir esia resiriccion, sin la cintesis de oiro dzrivada, ce usa en
la presente invencién la preparacién. bajo condiciones especificas, de un complejo de un
componente  de  resveratrol,  prefereniements frans-resverairol, con la ciclodexirina,
preferentemenic  beta-cicloderirina (F-ciclodeziring),  precentande  un  subatancial
sorprendente aumznto en la solubilidad,

Lac ciclodextrinaz son oligosacaridos ciclicos, iambign conocidos como
cicloglucanoz o dextrinas Schardinger. producidos por endurecimiento por accidn enzimética.
Lac ciclodextrinas pusden ser de crigen natwral o semisiniéijcas, Cicloderirinas naturales
son, por gjemplo, a-ciclodexiring, f-ciclodexiiina y y-ciclodzxiing). Bl uzsa de ciclodextrinas
naturales como un portadar de principios aciives ha sido conciderads de noo reztringido
debido a su relativa baja solukilidad =n agua, pariicularmente cuando proviene de la p-
ciclodextrina (Uelama, 17.; Hirayama, F. y Irie, T. “Ciclodesirin Drug Carrier Systems”.
Cherm. Pev. 93(5), 2045-2076. 1992). Para evitar «nia limitacién, son obienidos los derivados
semisiniéticos dz f-ciclodevirina preparados por meiilacion o hidroxi-alquilacién de grupos
hidroxil de B-ciclodextrina, resultando en ciclodeirinas amorfas que con mac zolubles en
agua.

La Reta-ciclodextrina (B-CD) es una ciclodeviring crictaling COMpUEsta por
siete unidades de D(+)-glucopiranosis ligadas a-(1-4), siendo laz mas empleadas en 2l drea
de alimentos. Dzbido a su metabolicme, ez conciderada digerible zspecialmente en el

intestino delgade donde = fermeniada por la flova bactsriana, hecho determinado en
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experimentos en animales y humanos., f-CD no ez idrica ni ganotdrica, atn ciendo ingerida

en altas cancentraciones (Diniz. A. C. P, et al. Ciene. Tecnol, Aliment. 2005. 25(2), 197).
Recientemznie. fue reportado que soluciones acuecas de trans-resveratrol y p-

CD, en una proporcién de 1:1, aumentan la sclubilidad dzl resveratral en agua, asi como su

4

biodicponibilidad en <isiemas modulares (Lépez-Ticalas J. M, et al. J. Chroma togr. A, 20006.

158 Lucas-Abellin, C. Food Cher., 2007, 39 y Lucas-Abellén, C.: Foriea, [, Lépez-Tlicolas
IM. y Mifiez-Delicado, E. “Ciclodexiring az resverairs] carrier system”. Food Chemistry,
104 (2007) 39-44. disponible anline 2n Enero 4. 2007). Sin ermbargo, dichas documenios no
revelan el procezo para obtener complejo quimico P-CD/irans-reaveraiiol (B-CD/Fes),
tampcco como obtenerlo para usarlo en formulaciones. Ademas, el documentio no especifica
2l alegado “aumenio de solubilidad™. i menciona la gran influsncia de laz condiciones de
complejacion en las propiedades del complejo f-ciclodestrina/recveratrol.

Bertacche et al. (Bertacche, V., Lorenzi, 1., tava, D., Pini, E. y Sinico, C.
“Hoct-Guest Interaction Study of Pesveraiiol wiih 1laimal and Medified Cyclodexirins”.
Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemiziry, Vol. 35 (3-4). Augusi 2000,
279-287) revelaron el uso de cicladexiring para formar el camplejo ciclodextrina/rezveratrol,
mencionando las ciclodextrinas naturales (o, [ o) o lac modificadas (reculiado de cualquiera
de estas formac). Sin embargo, no hay ecpecificacién acerea de las conceniraciones relativas
de ninguna de tales ciclodextrinas can relacién al recverairol; tampoco hay la formacién del
complejo ciclodextrina/resveratrol cristalina con una asombrosa alta solubilidad.

Se puede concluir de 1a literatura cientifica que la formacién del complejo con
ciclodextrina es equivalente a la reaccién, =c decir. que parametros diferentes o las
condiciones del praceso dan come resuliado productos con diferenies caracterizticas. Esto
puede ser obsarvado, por gjemplo, en varios abwirdajes diferantes de literamra de patentes,
descritas a continuacion. -

La Iiteraturva de patentes considera algunos documentos relacionados a los
proczcoz para obiencidin de iranz-resveratrol, enfatizando algunos de ellos que citan 2l uco de
ciclodextrina. Aunque ninguno de estos docurmentos revela o sugiere indirectamente el
concepto inventivo de la presente invencion. algunoc de ellos son mencionados a
continuacién como referencia.

Algunas solicitudes de paients muesiran el uso de ciclodextiinas y irans-

resveratrol como parie de las formulacionse farmacéuticas abienidas por una mezcla fisica

AP
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con ofras suctancias, pero &l aislamiento del complejo tranc-resveratrol/p-ciclodz:irina (p-
CD/Res) no ocurrié.

La solicitud iniernacional de paienie WO 2007/009997, presentada por
Actimex S.r.l. (Italia) y titulada “Composicidn conieniendo Micronutrienies con Actividac
Antioxidante Mejorada y Uszo de las mismos™, presenta compozsiciones en forma de polvo
fino conteniendo mezclas ternarias. Tal composicién termatia tizne un components active, un
portador y un agente auxiliar co-molienda, considerando que 21 proceso de obizncién incluye

trituracion durante por lo menos 90 minutos. Aunque en dicha documento &l resveratrol es

- mencionado como uno de loz eomponznies activos y la ciclodexiring comc uno de los

pazibles portadores, la obiencién del complajo P-CTVP.es con alia salubilidad en agua no 2s
mostrada.

La colicitud de paienie en Esiados Unides US 2006/111518, presentada por
Advanced Medicine Pecearch Insiituiz y titulada “Agenie para natamizne de enfermadades
oftalmoldgicas”. muestra un agenic para traiarmienio de enfermedades oftalmelégicas
conteniendo una hormona sevual esteroidal v un modulador sirining, que puede ser
resveratrol. En dicho documenio. el proceso para la preparacién de gotaz ofialmolézicas

incluye la disolucion de resveratral en agua, formando una cus pencién, y 12 adicién de y-

~ciclodextrina  y ’_’—l‘:idru:r:-:iprdpi]-['J-ciclodr:;-:l‘rin:a. El aumenio de la colubilidad  por

complejacion con esta mezcla de ciclodersirinas &2 airibnida al nse de ciclodertrinas amorfas
en vez de ciclodextrinas criztalinas, como la B-ciclodestrina.

La solicitud de paienie japonesa JP 2000/344622, preseniada por Sunsiar Inc,
y titulada “Ectabilizacién del Components Esiilbénice y Extracto de Plania contenizndo el
mismo, y Alimznio, Medicamenio. Cooméice o Compuesto Ezstable d= Preparacién de
Cavidad Oral con Comiponents lisiill_';él'xi‘:ti' y Exiracio de Planta contenizndo el mismo™,
muestra la combinacién de compuesios esiilbénicos con cicloderfring, come un camins para
aumentar a estabilidad y eficizncia de la abcorcién del componeniz esiilbénico. Aunque el
resveratrol ez uno de loc posibles compuesios esiilbénicos en diche documento, la obiencién
del complejo quintico crictaling de resverairol con el compuzsto cclodexiring con alta
solubilidad en agua no e< revelada.

Otras solicitudes de patenfes muesiran la oblencién de complzjos de
ciclodextrinas con otras moléculas diferentss del trans-resverairol, lac cuales, en tales

documentos. aparecen 36l como parte de la formulacion. Por ejemplo, la soliciiud de la
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patentz internacional WQ 2003/077860 muestra &l complejo ciclodsziring con 3-p-acetil-11-
Feto-B-acido  boswellic; WO  2004/087121, proporciona la  cbtencidn del complejo

ciclodextrina con glicdsidos digitales; y WO 2006/083458 relacionado a la preparacién del

- complejo ciclodexirina con di-indolmetano.

La complsjacion de los compuestos pobremente sclubles por ciclodextrinas,
en las que laz moléeulas de dichos compuzsios con “huécpedes” 2n la cavidad de la moldcula
ciclodextrina, es realizada tanic er medio sélide come en meadia liquido o inclusive en medio
semicélido. Tales méiades tiznen veniajas y desveniajas que dependen de varios factores y
pueden cer citados come loz mas imporiantes 2l impedimenic esiérico. la estabilidad de
dichos compuestos. la presencia de componenies no reaciivos, y la crisialinidad de la
ciclodextrina elegida.

Un ejemplo represeniaiivo de la dificuliades a ser enfientadas en el proceso de

»

complejacidn es la obtencién del complejo de inclusién pircicam  (una  custancia

practicamente insoluble) —ciclodexiving. Loz méiodas conocidas por ¢l ectado de la técnica
incluyen reacciones qua pueden ocurriv lanio =n s6lidos como an medio liquido 2 inclusive en
medio semisélido.

En lo concerniznte a la complejacidn de piroxicam =n madio liquido: (1) en EP
153998 ec dzserita la complejacion de piravicam con la ciclodeyirina seleccionada del grupo
0-. -,y y-ciclode~trina. La reaccion puede zer llevada a cabo por: (a) disohicidon directa de
piroxicam en una sohucion acuoca de la ciclodertrina seleceionada y separacion del complejo
por crictalizacion; (b) dizolucién del piroricam =n un solvaniz organico y mezcla de la
solucién organica rezuliznie, bajo agiibcidn, con una colucién acuosa de la cicloderirina
seleccionada y ceparacién del complejo por crisializacidng (c) dicolucién de piroxicam y
compuestos de ciclodextrina, bajo agitacién, en una solucién de aAgnA-amonio y separacion
del comiplejo por desecacion; y (d) disolucion de pirozicam y compuzsios de ciclodesirina,
bajo agitacién, en una colucién de agua- amonio calienie y ceparacién del complejo por

congelamiento-desecacién o atomizacién en corrienie de aire; (2) en WO 03105906, el
proceso de coriplejacion  es descrito: pirovican y P-ciclodsxirina san diluidos en agua en
presencia de hidréxido de amonio a temperawra de 60°7. siendo la colucion luego enfriada a
cerca de -10°C y, después, disminuyendo la termperatura de la zolucién congelada a por lo
menas -20°C, prefereniemenie de -20°C a -4097; finalmente, la solucién =z hidratada al

tJ'.

vacio; y (3) en WO 06012039 es desciito el proceso de preparacién del compuesto de
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inchizion pirexicarm: P-ciclodexiring (1:2.5), piroicam y B-ciclodertiina son diluidos, en un
proporcidn molecular de 1:2.5, en agua caliente y en prezsencia de hidrévido de amonio; la
solucion rezuliante pasa por sr:c-aclb por spray driving con un rigurose control de las
temperaiuras de entrada y calida del gas de desecacién Y posierior separacién del complejo
dentro del polvo. Estos diferentes métodos para obizncién del mizmo complejo (piroxicam/p-
ciclodextrina) muestran cugn complicada s su preparacién y procuran resalver problemas

relativos a la ampliacién de la zscala, del laboraiorio a la inductria, y la obtzncién del tipo

~amorfa del complejo pirozicam/f-ciclodetiina para mejorar su solubilidad vy reducir los

riesgos de cristalizacién del complejo durante el almacenamicnio.

En lo concernieﬁte a la complejacién de piroxicam en medio semizdlido, el
documento WO 03053475 presenta la preparacion de los complejos de inclusién de un
principio aciivo (en el gjemplo 1, piroxicam) y la ciclodextrina (0=, P-, y-ciclodestrina o
ciclodextrina cemi-ziniética. como la hidrexipropil-R-cicloderiring) 2 travéz de 1a me-cla de
dicho principio activo v ciclodextrina. ambos en la forma de polvos finamente divididos, en
presencia de pequefiaz cantidades de agua o alcohol. soluciones acuczas Acide o base. La
mezcla reuliante =5 iraiada en un horno microondas y el producio resulianiz s deszcado al
vacio a temperatura ambiente o con calor a lzmperara de 50°C. Es mencionado que el
mejoramiento de la tdenica para oblener los complejos de ciclodexiring que ¢ relaciona a la
obtencién de complejos que son mas permeables, tene un mejor equilibric de aclubilidad y
mas rapida dizolucién en medio acuoso comparado al principio aclive cristaline, dando como
resultado una farmacocinética mas auspicioza y, por consecuencia, mejores resultados
terapéuticos.

Finalmente. en lo referente a Ia complzjacién del pircvicam en medio zolido,
el documento EP 449167 presenta el proceso de preparacién de complejos pirciicam-
ciclodextrina, dondz ariboc compuesios, en la forma de polvos finameniz divididos, con
mezclados en estada sélido v niturados bajo condiciones de alia energia en una carara ds
vapor. El producio resuliante ec desecado al vacio v temizade para eliminar cualquier
agregado. Es mencionado que el mejoramiento procura la obiencion de un complejo
piroxicam-ciclodextrina con alta densidad Y ouna gran arza superficial, propizdades que
cuando son cambinadas con 2l tamario extremaments fino de la pariicula, dan comeo resultado

un producto apropiado para compuestos farmacéuticos de adminictracién aval, recial y tépica.
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Uno de los métodoz sugeridos en el zstado de la técnica para mejorar la

ectabilidad de lac moléculas “huéspedes” en log complzjos de ciclodesirina ecia decerita en

C WO 06137959 Fl métado mosirade en dicha documento conata de la mencla de

ciclodextrina y un emulsificador, la adizién a esta mezcla del compuezto a ser complejizado,
dilnido en un colvents apropiada. para la formacion del complejo procurado, v finalmente la
adicién de ciclodextrina no complzjada al complejo de inclusién de ciclodeiring para formar
un sistema eztabilizado 2n la molécula “huzsped”.

Las enzefianzac de WO 2005/111224 son  utiles para la técnica de
complejacién de substancias insolubles o escasamenie colubles en agua con ciclodzxtrinas.
En los ejemplos de dicho documenio esid descrito el proceco para obiencién de la coenzima
Q10 y B-ciclodextrina soluble en agua. La dicclncién de P-cicladesrina =n agua ez Hevada a
cabo a la temperatura de 30°C, preferentemente enie 5500 y la temperatura de zbullicién. La
coenzima Q10 es agregada, ya sea en forma s6lida o disnelia en nn solvente aprapiado,
preferentemente en forma solida. La trituracién 25 levada a cabo a zlavada temperatura,
luego a termperatura ambicnte por varias hora, Despuéz, 2l complzjo es aizlado pro filtracion,
decantacién, o evaporacion del agua. Opcionalimente el complejo 2c dececado.

La patente de Esiados Unidos US 6,884.885 describe e proceso  de
preparacion del principio activo y log complejos de cicloderirinas para aumentar el campa de
los complejos. El proceso consta de la disolucion de cicloder rina y la moléeula huésped en
un colvente liquida a una temperatura que varia enne 20°0 y 100°C, prefereniemente de 60°C
y 80°C. La ciclodestrina debe ectar en nna concentracién alrededeor de 15% (p/p) o mayor, y
dicha solucién debe ectar en wna proporcién molecular ds ciclodertiing con relacién a dicha
molécula de aproximadamente 1:1 a cerca de 10:1. Luego la mezcla de la sclucién es
realizada para permitir que el comiplejo sea formado como un precipiiada. El precipitado
(complejo) es separado.

Las ensefianzas de loc documenios miencionados arriba  muestran las
dificultades de la complejacion de los principios aciivos inzolubles o escasamenis solubles en
agua por ciclodexirinas. Existen varios pardmetros a ser controlades =n la cbiencidn de

complejos solubles en agua preseniando apropiada nivel de pureza para uso farmacéutico o

nutracéutico, campo industrial  aceptable y ecsiabilidad del complejo  duranie el
almacenamienio de producios que lo contienen. Debe observarse que varics documenios

acerca del estado del arte mencionan el hecho de que la prezencia de materia prima no
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reactiva en el complejo final puede causar problemas de eztabilidad de los producics durante
el almacenamiento.

Aunque lac  ciclodextiinas  pueden  ser concideradas trancportadores
interesantes  para  los  arincipios  aclivos. ecpecialmenie  para  los  hidiéfobos, con

fundamentales en las formulaciones farmacéuticas, la seleccion de la ciclor gxirina apropiada

para un principic active especifico y 12 determinacién de las condiciones de 1a reaccién para

la preparacion del complejo procurado. La lit=ranna tiene algunas imporianies confribuciones

e nos ayudan =n etia sienificaiiva tarea. Por ejemplo, laz ventajas caracieristicas
o o o

fisicoquimicas de ciclodaxtrinas con detalladas en el trabajo de Uelama v colaboradores
(1998). donde es mencionado que laz ciclodestrinas hidroxialquiladas  aumznian la
solubilidad de los comslzjos formados con substancias hidrofsbicas debido a sus
caracteristicas amarfas (Pavie 1. fizm Al (“Hydrazyalkilawed Cyclodexwines™)). Por otro
lado. Uel:ama et al. tambign muesiran que formas amorfas con fcilmenie transformadas en
formas cristalinas ectables durante el manejo y almacznamiznio ds medicamenios, siendo

impartante el control de la cristalizacion, de la transicién polimérfica y de la formacién de

whiskers (crictales flexiblze y fueries), especialmente =n correlacién con el efecio de la
ciclodextrina en la estabilidad fisica de principios aciivos en estado sélido. A pecar que
Uekama y sus coautores remarcaion el decempefio diferenciado de  hidroxipropil-p-
ciclodextrina, ecte comperiamiznto no es el mismo en todos los principios activos, por
ejermplo, cuando la B-cicledextrina es indicada para la produccién de pildoras de izosorbida-
S-mononitrato (vasodilatader) para evitar whiskers (pavie I, item B.2 (“En el Esiado
Sélido™).

La colicitud de patenie china C112005/1566054, presentads por el Institnto de

~ Materia Médica (China) « titulado “Pesverairol companenies oligo caitail, su procezo de

manufactura, combinacién farmacéntica, y 1503 de'lo: mismoc”, muesira la obtencidon del
complexa de cicloderirina con cis-e-viniferina, un compuesio oligomérico zstilbénico de
Veratrum album.

La solicitud internacional de paienie WO 2004/103265, presentada por
Enprani Co. y titulada “Cempocsicion Blanqueadora y Cocméiico Antioxidative conteniendo
Pesveratrol v Método para Preparar 2l micmo™  describe el uso de  ciclodextiina
(hidroxipropil-B-ciclodextrna) v polietilenglicol para esiabilizar la compocicién cosmética

teniendo frans-resveratrol. En dicha composicién, otro estabilizador es iambiéi uzado,

2
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exiracio del fermiento

S

seleccionado del acido alfa-lipoico, cxiracio de Phellodendron
Alteromonas.

La solicitnd de patenie china 1500479, publicado ¢

2 de junio de 2004 y
titulado “Pesveratrol. Piceid v cus Derivadas y su Preparacién”, describe la obiencién de
clatratos de hidroxipropil-p-ciclodexirina en una proporcidn de 1:50. El proceso de
preparacién decerito en dicho documento consta de una disclucién de resveratial en un
solvente orgénico 1-5 veces. dizolucién de hidroxipropil-beia-ciclodexiring en agua destilada
5-50 veces. goteo de esta solucidn acuosa 2n la suspensién de resverairel, agitacién de la
mezcla. filtracién y liofilizacion para obtener el producio en lz forma de clairato 2l cual es
destinado para uso de inyeccién.

En lac  solicitudec  intemacionales  de  paienie WO 2006/12792
(corrzspondiente a la US 2006/0292099) v WO 2006/105403, cuya saliciianie 5 Sirtris
Pharmaceuticale. Inc. y ftitulado “Tratamiznio de Desérdencs Oftalmolédgicor  con
Moduladores Sirtmina”, son deccritas preparaciones oftalmolégicas formando complzjoc de
incluzién conformados por reaveratrol y cicloderirinas, Es mencionado que, preferentemente,
lag ciclodextrinas son modificadas para aumeniar la sclubilidad del rezveratrol, por 1o tanio,
su biodisponibilidad (paginas 148-130 y 159-162 de dacumenios WO 2006/1054073 y WO
2006/127987, recpectivamentz). En iales documenios fue sugerido el uso de ciclodertrina
amorfa, con un nueve abordaje. para obiener el complejo y resuliados sorprendentes en
termings de aumenio de cu solubilidad y magnitnd. Es imponanté oboervar el énfacis dado al
hecho que el uso de los derivados de la ciclodesiring =n forms amerfa eo ventajoso, fal como
la  hideoxipropil-P-cicloderirina porque las ciclodezirinas ro wmodificadas (a-, p-, y-
ciclodextrina) tienden a criztalizar. sizndo. por o tanio, menos solubls en agua que la forma
amorfa. Sin embargo, las desventajas rezultanies de la manipulazién dz substanciac amorfas
en téenicas farmacéuticas no son mencionadas, lo cunal puede rendir algunas formas
farmacéuticas no viables. como por ejzmplo. formas farmacéuticas sélidaz come las pildoras.
Ecto es definitivamente un facior limiianie en la preparaciéon  de  composiciones
farmacéuticaz, tal limitacién puede sz evitada cuando con preparadac composiciones
farmacéuticaz con complejoc crizialings dz rézveratrc,l y formzas compuestas de ciclodextrina
~lo cual ez una de laz caracterisiicas téenicas de la presenta invencion.

Consecuentemente. ningin documento enconirado en 2l arte jprevio mostré un

informe concreio o siquiera wna sugerencia de que el complejo crizialine CD/Pes
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proporcionaria un aumento subctancial en g solubilidad del vesveratrol vy, por tanto,
biodisponibilidad mejorada de resveratrol /o al mismo tiempo. conzervando la 2stabilidad del
1 |

corplejo durante el manejo v almacenamicnio del producio final. El substancial aumento de

solubilidad del complejo de Ia presente invencién, comparada a la solubilidad de oiro

-y K

resveratrol y complejos de ciclodeyirina conceida en el arie es sorprendente y zlude varias

~ limitaciones téenicac de loz actuales abordzjes conocidos.

Sumario de la Invencion

En un aspecto de la invencion, ez proporcionado un producto nuiricético
mejorado conteniendo resveratrol. Fl complejo de resveratrol y el compuesio de ciclodexirina
de la invencién obtenida por el proczso de complejacién estd caracterizado por la
presentacion, de por 1o menos. 100 veces mas alia solubilidad que la solubilidad del
compuesto de resveratrol no complejada, pureza por encima del 9%, prefereniemenie de 91
a 98%, y siendo una forma cristalina.

En un aspecto preferencial de Ia invencién, cizndo par 9 otres de sus
objetos. es ofrecido un proceso mejorado para obtener un complejo soluble de rans-
resveratrol y/o cus derivados, en medio acucso. aumeniando cu biodizponibilidad v/o su
estabilidad. El proceso de la invencién consia de los siguienies pasos: (a) disolucién de la
ciclodextrina apropiada en agua. en una conceniracion equivalente al limite de saturacién,
con calentamiento de 50 a 80° C por un tiempo suficiznte para completar su disclucidn; (b)
agregar, a la solucion recultanie, un solvenie organico miscible en agua y fisiolégicamente
aceptable en wna proporcién de solvenie argénico/agua que oscila de 1:1 a 1:5; (c) agregar, a
la solucién resultante dal paco (b). la solucién de un compuesio de recveratrol diluide en un
solvente orgénico miscible en agua y fisioldgicamente acepiable, calentando la me=cla
resultante a una temperaiura de S0 a 80° © por tiermpo suficienie para completar su
disolucion; (d) enfriar la colucién resultanic del paco (¢) hasta la precipiiacién de crictales del
complejo del compuesto de resveratrol/ciclodevirina; y (2) separacién de cristales del
complejo del compuesto resvaratrol/ciclodex irina, prefereniemenie por filiracién a presién

reducida.
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Otro aspecio de la invencién &5 ofrecer una rica comporicién floterapica
agna-resveratrol soluble, conteniendo dicha compasicién el complzxe soluble de resveratrol
y el compuesto de ciclodextring de la invencién y un trancportador farmacfulicamenta
aceptable.

En otro aspecta de la invencién, por fanto, oiro de sus objeios, 2 ofrecida una
rica medicacién de agua-resveratrol soluble, dicho m edicamenio consta de una composicidn
conformada por un complzjo de rezverarrol. el compuests de cicloderiring de 1a invencién y
un transpoitador farmacéuiicamenie acepiable.

En otro azpecto de la invencion, por ende, otros de 2us abjeios, eo ofrecido un
rico alimento  funcional  de agua-rzsveratrol  soluble, dicheo  alimento  consiituyes  una
composiciin  conformada por un complejo coluble de resverairol, =l compuesio de
ciclodextrina de la invencidn y un irancporiador nubracénicamaniz aceptable. Dicho alimento
funcional comprende jugos, néctazes, isoibnicos o mezclas de los mizmos.

En un acpacto prefr:r.r:ru::ial de la invencién, el compuesio rezverairol es trans-
resveratrol altamentz solublz en agua. siendo obienido, de acuzrdo al procezo de invencién,
en apreciables caniidades y con alio nivel de pureza. posibilitando su direcia inclusién en
composiciones  nuiracduticas. Bl iranz-recveratrol  presenta  aciividades  antioxid: anie,
antiinflamatoria, antiviral, cardiopraieciora, neuroprolzciora, y quimicproteciora, Ademis de
protzger coniva infeccionss e isquemia, elloc reducen la chesidad y previenen el
envejecimiento.

La prezente invencién viene a llenar un vacic en el estade del arte

proporcionando un pioczso Unico para la obiencién del complejo da resveratiol y el
compuesto de ciclodexirina. preferentements p-ciclodesxtrina/irans-resverairol, con alto nivel
de pureza. El complejo de la invencién aumenta substancialmentz la solubilidad del
compuesto resverairol. por ejemplo, tranc-resverairol en medio acuoco

El producto obienido por el proceso de la invencién &5 nn principio activo
mejorado que, cuando ez incluido  en  compociciones nuiracéuticas, proves aceién
antiovidants, aniiinflamatoria, antiviral, antidiabiiica, cardioproteciora, newroprolectora, y
quimicprotectora. protegieado ademés conira infeccionas e izquemia, reduciendo la obzsidad

Yy ]Jl'CVlt.,l'ICH ele e]ecumento

Estos y atros objetos de la presente invencidn serdn entendidas y apreciados a

ﬂ

partir de la descripcion detallada de la invencién y cus reivindieaciones ansxadas.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1 — presenia el espectro nluavicleta del trans-resveratrol (lirea
continua) y el complejo B-CD/Pes (linca discontinua) en agua.

Figura 2 — Muestra 2l ecpectro ultravicleta en diferenies conceniraciones del
complejo B-CD/Res en agua.

Figura 2 — presenta un cuadro de las diferenies conceniraciones del complejo
B-CD/Res en agua en A = 306nm

Figura 4 — presznta la cromatografia del Jjugo de uva caturado del complejo p-
CD/Res.

Figura 5 — presenta la cromatografia del | ugo de soya saturado del complejo p-
CD/Res

Figura 6 — precenta el especire FTIR-ATP. del tranc-resveratrol (linea
continua) y el complejo B-CD/P.ec (linea dizcontinua).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién cupera cus diversas  dificuliades en el arte,
proporcionandn un proceso para el auraenio substancial de la solubilidad dz uin compuzsio da
resveratral, preferentzmenie trans-resverairol, para hacer su uso mas viable. El products de

tal proceso es un complejo quimico de ciclodexirina/resverairal crisizling; de preferencia el

eomplejo fi-ciclodexirina/irans-recveratrol, con alto nivel de pureza, 0il como componenie

activo en medicamenios y/o alimentos funcionales.

El proceso de la presentz invencién consta bécicamenie de los siguientes
pasoz: (a) dicolucién de la ciclodz: trina apropiada an agua, en una concentracion equivalents
a la caturacién limite, con caleniamiento de 50 a 80° O por un tismpo suficiente para
completar su disolucion: (b) agreaar. a la solucién resuliante, un zolvente organico mizcible
en agua y fizioldgicamente acepiable a una proporcion de solvents crgdnice-agua que ozcila
de 1:1 a 1:5; (¢) agregar. a la me=cla resulianie del paco (b). una zolucidn dzl compuesto de
resveratrol diluido en un solvente organico miscible en agua y fisiclégicamenic acepiable y
calentar la mezcla resultante a una temperatura que varie de 50 a 80°C por un tiempo
suficiente para compleiar su disolucion. preferentemaznte duraniz un periodo que variz de 60 a
180 cegundos; (d) enfriar leniamente 1a solucion resuliante del pazo (¢) hasta la pracipiiacion

d

D

cristales del complzjo del compuesio resverairol/ciclodeiving, prefereniementz a una
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temperabna menor a la temperatura ambiente; y (¢) sepacar los crisiales de dicho complejo
del compuesto rezveratrol/ciclodexiring, de preferencia mediante filtracién bajo prezidn

reducida. Preferentemente, la concentracion de cicladexirina en el pasa (a) zelucién que varia

adicion de dicho solvente orginico miscible en agua y fisiolégicamente aceptable ez realizada
con calentamienta a temperatura de 50 a 20° , durante 60 a 150 segundos. La concentracidn
de dicho compuesto de resverairal en dicha solucién varia de 20 a S0 mM, ciendo prefarible
de 40 a 50 mM. El enfiiamiento de la solucién en &l o (d) es gradual y lentaments
realizado a wna temperatora preferible que varia de 10 a 20°C, y mds preferentemente a la
temperatura de 13 a 17°C, siendo dicha zolucidn mantenida bajo repozo a esta temperatura
hasta la precipitacién substancial del complejo del compuesio resveraival/ciclode rina.

Dicho solvente orginico miscible en agna y fisiolbgicamente aceptable puede
cer cualquier solvente orgénico en el cual dicho compuesto resverairol sea soluble, v ézte
puede zer zeleccionado de un zrupo conformado por etanol, acetona, DMSO, y dcido acético;
siendo preferible con etanol.

Sin embarzo, de acuerdo con la presentz invencidn, el neo de resveratral, y
még preferentemente de trans-resveratrol, es preferida en la preparacién del complejo de
invenciém, 1o expertos en el arte también identificardn que el proceso de aumento de
zolubilidad de 1a invencidn puede ser aplicado a los derivados de resveratrol, talez como sus
derivados metilados y/o aceiilados. Log derivados metiladoz pueden zer: iranz-3,3-dimetoxi-
4’-hidroxi-estilbeno, trans-3.5.4’-trimetoxi-sziilbens y franz-3,5 -hidranzi-4’-metori-estilbano,

descrita a continuacién:

~

trans-3,5-dimetoxi-4’-hidroxi-estilbeno

trans-3.5.4’-trimeioxi-sstilbeno
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trans-3,5-hidroxi-4’-metoxi-estilbeno

Los derivados Aceiilados pueden zer: trans-3,5-diacetil-4’-hidroxi-estilbeno,

trans-3.5.4’-triacetil-esiilbeno y ranz-3,5-hidroxi-4"-acetil-eztilbeno, descrito a continnacidn:

— OAc
ol —% — { N

W, ==,
NS W/

B\

trans-2,S-diacetil-4’-hidrei-zstilbeno

trans-2.5.4 -triacetil-estilbeno

10

trans-3,5-hidroxi-4’-acstil-estilbeno

De la misma forma, anngue Je acnerdo a la invencidn, la f-ciclodexiring e

-
[

preferida para la complejaciin del reaveratrol o ans derivadas, los expertos en el arte también
deduciran que el proceso de aumento de solubilidad de La invencién puede ser realizado por
la complejacién con olas ciclodexirinas tales como: w-ciclodetrina (a-CD), y- cicladexirina
(2-CD), hidroxietil-f-CD, hidroxipropil-f-CD, sulfabutil eter j-CD, meiil-f-CD, dimetil-f-
CD, randorm dimetilado f-CD, random metilado f-CD, carbaximetil-f-CD, carboximetil etil-
20 PCD, diedl-p-CD, tri-O-metil-p-CD, i-O-etil-p-CD,  ti-O-butiliil-f-CD, tri-O-valeril-f-
CD, di-O-hexanoil-H-CD, glueosil-p-CD, maltosil-f-CD, y 2-hidroxi-3-trimetil-aminopropil-

B-CD.
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El complejo del compuesto del recveratrol y ciclodextring de la invencidén
obtenida por complejacion de la invencién precenta sorprendentements  propiedades
mejoradas en comparacién al esiads del arte. tenizndo come principales caracizrizticas su alia
solubilidad en agua. es decir. que la solubilidad de dicho complejo de la invencién es, por lo
menos. cien veces mas alta que la solubilidad del compuesio resvaratrol no complzjades, asi
como cu alta pureza, que varia de 91% a 98%. Ofra imporianie caracieriztica dzl complejo de
resveratrol/compuesio de cicloderiring e3 su forma crisialing :imuiL‘E'U'leeu'nc—nte a su alta
solubilidad en agua.

Como fue mosirado, existen varias diferencias =nire el procesa de invencidén y

el ya conocido paor el esiado de Ia técnica, repiesentado por los dociments: WO 06/127937,

2

WO 06/105403 y US 6,884,225, y por Beracche et al, 2006. El proceso de la invencién

C

comienza desde la solucién de cicloderirina a una concenitacién préxima a la saturacién
mientras las ensefiazas del estado de la téenica nean solucionzs iniciales mucho menos
concentradas de ciclodextrina. evcepto por el procezo deserito en la patente 1S 6,884 385,

Sin embargo, en esie procezo ni la solubilidad en agua ni la pureza del complejo es

- mencionada. Aderias, en &l proceso US 0,884,885, la ctapa de enfriamiento del medio de

reaccién para pracipitar el complejo es llevada a cabo bajo agitacién a femperatira ambiente,
sin considerar el balance termodindmico para evitar el arracirs de loc reaciivos no
complejados y. concecuentements. no conziderando la ceparacién del complzjo con un alto
nivel de pureza. Esia diferencia ez fundamenial en el procesae de complejacion de la
invencion. porque cuando =] compuzsio de resverairol es agregado a una pequefia caniidad de
solvente organico (por ejermnplo. etanal. con adicién secuencial de zolvente), dicho compuesio

es fermodinamicamente forzado a formar el complejo con ciclodextrina. En atras palabras, la

inclusion de resveratrol en ciclodextring 22 mas efectiva, resuliando en una importanie

- diferencia de solubilidad de ecte complejo con relacién a los procecos del esiada de la

técnica. La excelencia del proceso de invencion llzga 2 cer maz evidanle con ecasién del uso
de beta-ciclodextrina. cuando la ciclodesiriaa cristaling mencionada en &l ectado de la
técnica. tan poco coluble en la formacién del complzjo del compuesto rzsveratrol,
proporciona un mejoramiento cin preczdentes en la colubilidad en agua del complejo
resultante, cuando es comparado a la solubilidad de los conacidos complejos
resveratrol/ciclodextrina. Consecuentemente. las limiiaciones sefaladas en loc documenios

del estado de la técnica. en los que el mzjoramiznio significativo de 1a solubilidad sélo puzde
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ser obtenido a fravés del uso de ciclodextrinas modificadas, no ocurren en el proceso de
invencién, principalments por el uco de la P-ciclodertring, la micma ciclodextrina
anteriormente conziderada inapropiada para £2iz propésita, desde que scrprendentemente éota
ofrece un aumento sustancial en l1a solubilidad en |a condicionzs de la invencion. Pesuliados

sustancialments diferenies en idrminos de <olubilidad son mejor vizualizados en la Tabla 1.

_Tabla 1: Comparacién enire el procese de invencidn y el mds préxime esiade de la tenica.

Caracteristicag WO 06/127087 US 6834835 Beriacche et al, | Invencién
WO 06/105403 2006 presente

Concentracion No considera Al menos 15% | Mo considera En el limite de

inicial de (p/p) saturacion de

solucion de ciclodextrina

ciclodextrina

Proporciéon  de | 1:0,02 1:1al0:1 1:1 Preferible 1:1
1 ciclodextrina 'y

resveratrol

Proporcion  de | 1:1 Sélo agua 121 1,5:5

solvente

organico  (eje.:

Etanol) y agua

Adicién sucesiva | Mo Sélo agua No Si

de solvente

Tiempo de | Mo No rienciona 90s 360s

calentamiento

Evaporacion del | Si No Si No

solvente

Cristalizacidn No Si No Si

Aumento de | 20 veces No menciona 20 veces 100 veces

solubilidad

Pureza del | Mo menciona Mo menciona Mo menciona 21-98%

complejo

En otro aspecto de la invencion, la alia purzza dz zolubilidad de dicho
principio activo modificado. asi como ou obtencid de fuenies diferentes y/o nuevas plantas,
proporciona su uso ventajoso en la formulacién de composicionss nutracéuticas, significando
en esta invencidn aquellas compasiciones farmacéuticas y/o cempociciones alimentarias que
contienen el principio activo abtenido de acuerdo a la invencién. El complejo de resveratrol y
ciclodextrina de la invencién. cuando es incluido en compociciones nutracéuiicas, provee
acciones:  antioxidante, antiinflarmaioria,  antiviral,

aniidiabética, cardioprolectora,

neuroprotectora y quimioproteciora, ademés proiege conira infecciones e isquemia,
reduciendo la obesidad y previniendo el envejeciniienio.

Para los efectos de esta invencién “composicionss  farmacéuiicas o
nutracéuticaz” se entenderdn como toda y cualquier composicién conteniendo un principio

activo. con objetivos profildctico. paliaiivo y/o curativo, y un vehiculo/transporiador

farmacéuticamente aceptable. actuands dicha compocicién para mantzner y/o recuperar la

63
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homeoctacis, pocibilitande la adminisiracién oral, ibpica, parenieral, enieral s y/o intratecal. La

.

exprecion “nutracéuticameniz aczpiable™ ec aqui empleada pare referirse a los COmMponenis

=

materiales. composiciones y/o dosic que estdn dentro del campo  medicina/mutricién,
apropiados para uso en confacto con tgjido humano y animal zin ercesiva foricidad,
irritacién, respuesta alérgica u oiro problemna proporciconal o ecomplicacion, con una razonable
proporcion  riesgo-beneficio. Loc components de  la precenie invencidn  pueden cer
adminisirados en dozic oral tale como iableias, capoulaz (cada wna incluye liberacion
sostenida o formulaciones de liberacian deierminada), pl’]clora:; polvaz, aranulades, elivires,
tintes. suspenziones. jarabes y emulsiones. Ellos rambisn pueden ser adminizirados mediante
infusién e inyzccién intraperiioneal, subenténes o inirarnuccular, iodos ellos usando dosis
conocidas ordinariamente por los experios en el arie farmaciuiico/nutracéuiico. Ellos pﬁeden

er administradoz coloz. pero 2n general son adminisirados | Junio a un vehicnlo farmacéutica
0 nutracéuticamente aceptable. seleccionado a pariir de las bases de la rula da administracion
elegida y de la préciica esiandar farmacéutica-nuiracéntica. FI régimen de doziz para los
companentes de la pracentz invencién, es obvio, variaid de acnerdo a los faciores conocidos,

tales como las ¢

S‘\l

wracteristicac farmacodindmicac de un ageniz especifico y la ria de
administracion y la modalidad, raza. edad. género. salud, condicién médica y recepiorze de
pezo. extzngidn y naturaleza dz los sintormas; iipo de tratamienio cimultdneo; frecuencia de
tratamiento; ruta de adminisiracion. paciente/funcién he paiica y renal del nswario y efectos
deseados. Por ejemplo. las formas crales sélidas prefercnteraente tienen, en adicién al
principio activo. un vehiculo farmacéutica o nutracéuticamenie aceptable conformado por
uno 0 mas dllnvenfes, tales como: lactosa, dexirosa, sacaroca, celuloca, almidén de maiz,
almidén de batata, uno o mas lubricantes, tales como zilice, polvi, 4cido esiedrico, ssicarato
de magnesio o calcio, o glicales de poliziileno; uno o mas agentes aglulinantzs, tales como
almidones, mucilago, eelatina, metilezlnlnza, carbarimeiileeluloca, o polivinil pirrolidena;
N0 0 mas agente desagreganies iales como: almidén, acido a alafnico, alginato o glicolatos

sodicos de almidén: me=clas > efervescenies; iiniuras: avenies a~ ucarados; uno o mas agentes

=l

humectantes  tales  como:  lecitina, polizorbato,  lawrilsulfaio;  y  custancias

farmacolégicamente/nutracéuticamenie  inactivas y atdzica gencralmente  usadas  en

formulaciones farmacéuticas/nutracéuticas y ampliamenie conccidaz por los idenicos en
| |

farmacotecnia. Las composiciones de Ia i invencién pueden ser elasoradas de forma conocida,

por gjemplo: por medio de mezela, granulacién, prensa de tableia, acaramelada o procezos de
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recubririento de pelicula. Las formas nutracuiieas liquidas para administracién oral pueden
ser, par ejeraplo: jarabes, emulsionss o sucpensiones. Los jarabes pueden tzner un vehiculo
farmacéuticamenie o mniracéulicamenie aceptable, talez come sacarcsa @ sacarasa con
glicerina y/o manitol v/o sorbitol. Las sucpensiones y emnlsiores puzden tener un vehiculo
farmacénticamznts o nuiracéuticamente acepiable, iales como gomna natural, agar, alginaio de
sodio, pepsina, metileel:losa, carborimetilceluloca o aleohsl polivinilico. Las formas
destinadas para inyeccién intramiccular puedén tener, adicionalmente al principio active, un
vehiculo farmacéuticamense o nutracéuticamente acepiable. tales coma agua esiéril, aceite de
oliva, etiloleato, propilen glicol v una cantidad apropiada de hidroclorhidrato de lidecaina. En

la pr

Iyl

senie invencién son preferidas lac formas orales.

Loc siguientes ejemplas ilustran, pero no limitdndose 2 ello, lac realizaciones
preferidas de la invencién. Loc procesos mejorados para oblenar beta-Ciclodexiring/trans-
resveratrol en una propozciéin de 1:1 son mostrados. El aizlamicnic del complejo fue
realizado por enfriamicnto. v la solubilidad del medio acuo2o del tranc-recveranol fue
aumentada en aprorimadamente 100 veces.

Ejemplo 1: Obtencién de Beta-ciclodextrina (B-CD) y complejo srans-resveratrol.

El tranc-resveratrol acostumbraba zer obtenids mediante el procezo deccrito en
la solicitud de paiente PT 0700152-5, por el micmo inventor, ¢ comprado de Sigraa-Aldrich,
El beta-ciclodexirina (CAVAMAX W & Pharina) fue comprado dz ISP Technologies, Inc.

Cincuenia g de f-CD (44 mM) y 1000 mL de agua dzziilada feron eolocados
enun fraseo de 5000 mL. La mezclz fuz calentada a nna iempzraiura variando entre 60-70°C
en un horno microondas. duranie 20 szgundos. Inmediataments después, de 10 a 200 mL de
etanol al 96% fueron agresados. v la mezcla fus caleniada nuevamente por des veces a
temperatura variando entre 60-70° € en un hoimo micraondas, duraree 90 segundos. A la
solucién resultante. le fueron agregados 10 g de iranz-recverairol (44mM) diluidos en 50-100

mL de etanol al 96%. La mezela fus calentada una o doc veces a una temaparatura variando

- entre 60-70°C en un horno microondas, duranie 90 sequndos. La colucién resultants fue

lentamente enfriada a 15°0 y se dejé a esia temperatura duranle 24 horas. Lo cristales
formados del complzjo trens-recveratrol/P-ciclodesiring (B-CD/Pes) fueran colzctados por
filtracion bajo presion reducida y szeados en esiufa al vacio a G0°C, resuliando en [4.5-38 g

del complejo de invencion con una pureza de 21 a 98% y un rendimienio de alrededor de

A
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56%. Ademac. el filirado (solucién resuliante) fue liofili-ade. proporcionands 45.5-31.5 g de
material s6lido contzniendo componznies no reactivos y olros complejos (Figuras 1y 6).
Ejemplo 2: Solubilidad en agua dzl complsjc de beia-cicloderirina (B-CD) v trans-
resveratrol.

Diez mg, 100 mg, 500 mg, 1000 mg y 2000 mg de complejo (-CIVPes fueron
colocados en frazeoc volumétricos de 100 mL, agregando agua hazta completar su volumen.
Lac soluciones permanzcisron en el ulirazonido durante 60 minutos., Luego las muestras
fueron centrifugadas v filtradas en una membrana de acelaic de czlulosa con poros de 0,45
pm de didmetro. Parciones de veinie pL de las mnestias fusron diluidas 2000 veces y cus
absorbencias  fueron mensuradas por un especirofoidmetro UV-VIS (Figura 2). Fue
observado que la saturacién del sisterna paza de 1000 my de $-CD/Res (Figura 3). La

concentracién de iranz-resveratrol en conceniraciones de mussira de 1000 mg y 2000 mg de

B-CD/Pes fue determinada por Cromziografia Liquida de Alto Pendimients (HPLC). Para la

cuantificacién, fue usada una curva de calibracion erterna, con concentraciones de trans-
resveratrol oscilando de 0.10 2 200.0 mg.L™". La HPLC e llevé a cabo en elucién izooritica
(flujo de 1.0 mL min"). con una solueidn acucca de aceioniirilo al 25%, pH 3.0, ajustado con
H3POQy4. El eromatégrafo fiue equipado con detecior UV-VIS y una columna de Cyg, 5 m 250
¥ 4.6 mm, Porciones de muzstra fueron diluidas 1000 veces &n cluyznie, y 20 pL fueron
inyzctados y detectados en 206 nm. Las conceniracionss de la mesira de 1000 mg de trans-
resveratrol del complejo f-CD/Pes fueron 2010 =62 gLy de la muesiia de 2000 mg del

complejo B-CD/Pes fueron 2960.5 + 53 mg.L". Tamibi¢n fue deierminada Ia solubilidad en

agua del tranz-revaratrol mediante el procadimisnta descriio anieriormente, y &l resuliado fue

27.5 +0.45 mg.L"'. Todos los analisiz fusron Hevados a cabo por quintuplicado.

Tabla 2: Solubilidad relativa de diferentes preparados conieniznde resveratrol v beta-

‘e

ciclodextrina.
Propiedad Pesverairol WO 06/127987 Beriacche et al, | Invencién
puro (US 06/0292099) 2006 (articulo) | presente
WO 06/105403
Solubilidad | 27.5 mg L' 550mg L 550 mg L' 3010 mg L'
(Método
equivalente al

Bertacche et al)

¥
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Tal como se puede obzzrvar en la Tabla 2. el awmento de la solubilidad del
complejo de la invencién = wayor de 400% (5.47 veces) en comparacién con mejor
resultado dizponible en z) ariz previo ¥ mayor dz 9000% (100 veces) en comparacién zislada
con el resveratrol. Tales resultadas con valiozos para varics uszoc del resveratrol,
principalmente aquellos procurados dor la presente invencién  considerando que la baja
solubilidad del rezcveratrol e un problema para cu preparacién en farmacia galénica y para su
biodisponibilidad.

Ejemplo 3: Solubilidad de] complejo beia-ciclodewina (P-CD)/irans-resveratrol en jugo de
uva.

Mil mg del complejo f-CD/Pes fieron agregadoz a 100 mL cl.e Jjuga de uva.
Las coluciones permanecieron en el nltrazonide duranie 60 minutos. Luego las muestras
fueron centrifugadas y filtradas en una membrana de aceiato de celulosa con poros de 0,45
pm de didmetro. La concentracién de tranc-resverairol en jugo con P-CD/Pes fue
determinada por Cromatografia Liquida de Alio Pendimiento (HPLC). Para la cuantificacién,

fue usada wuna curva de calibracién gxierna, con conceniraciones de  trans-rezverairol

- oscilando de 0.10 2 200.0 mg.L"'. La HPLC ¢ llevé a cabo en elucién izocratica (flujo de 1.0

mL min’ ), con una solucién acuosa de aceioniirilo al 25%, pH 3.0, ajusiada con H3PO,. El
cromatdgrafo fue equipado con detecicr UV-VIS y una eolumna de Cig, 5 um 250 % 4.6 mm.
Una porcion de jugo conteniende P-CD/Pec fue diluida 1000 veces 2n zluyenie, y 20 pL
fueron inyectados y detectados en 306 nm. Las conceniracion hallada fue de 2630 + 51 mg L
' (Figura 4). Todos los analisis fueron llevados a cabe por quintuplicado.

Ejemplo 4: Solubilidad del complzjo ae beta-ciclodexiring (B-CD)y trans-resveratiol en jugo
de soya.

Mil mg del complejo de invencion P-CDVFes fueron agregados a 50 mL de

© jugo de soya de divercos sabores (natural, naranja, nva, dwazno, pifia, eic.). La sucpensién

-5

“permanecid en 2l ultrazonide duranie 60 minitos. Lncan las muesivas feron cenirifugadas a

10.000 rpm y filtradas en una membrana de aceiato de celulosa con poros de 0,45 pni de
diametro. La concentracion de trans-resverairo] en Jugo con L-CD/Rec fue detzrminada por
Cromatografia Liquida de Alto Pendimiento (HPLC). Para la cuaniificacién, fue usada una
curva de calibracion externa. con concentraciones de trans-recverairol oscilando de 0.10 a

200.0 mg.L™". La HPLC se llevé a cabo en elucion isocritica (flujo de 0.9 L rin™), con una
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colueidn acuosa de aczionitilo al 25%, pH 2.0, ajustado con HaFO,. El croma lografo fue

equipado con deizcior UV-VIS y una colunina de Cq, § i 250 2 4.6 mm. Una porcidn de

jugo canteniendo B-CD/Pes fue diluida 1000 veces en sluyente, y 20 pL fueron inyectados y

detectados en 306 . Las concenicacién hallada fue de 2830+71 mg.L” (Figura 5). Todos
los analicic fueron llevados a cabo por quiniuplicado,

Loz expertos en &l arte apreciarin inmediaiamenie los importaniee beneficios
introducidos por el uzo de la presente invencion, tales como producios conteniendo el
complejo trans-resveratrol/ciclodextrina con un alo grado de solubilidad en el agua, azi como
composiciones farmacéuticas. nutracéuticas y/o fioierdpicas conteniéndolos.

Debe ser expresamente entendido que lag variaciones en la forma de ejecutar

el concepto inventivo aqui descrito se obran en el Amibiio de 12 invencién y de las

~ reivindicaciones adjuntas.
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Resumen
Proceso para la preparacion del complejo soluble en agua contenienda ¢l COMpPpUEsto
resveratrol: Productos que conforman dicho complexo y Uzos de los mismos

La presente invencién ofrece producios econteniendo resveratrol con alta
solubilidad en agua y composiciones nuiracéuiicas y/o fioierdpicas, conteniendo dichas
substanciac. Loz proceses para obtznerlos inchiyen el anmente de calubilidad del polifenol
correspondiente al compuestc re:veratl"ol, preferentements  rans-resvaratrol en agua,
mediante su complejacion con ciclodesirina bajo cendiciones ecpacificas que favorecen el
equilibrio termodinamico. Los productos de la invencién presentan alia solubilidad y
pureza en medio acuoso, sienda, por tanic, Giiles para preparar composiciones nuiracéuticas
(farmacéuticas y/o alimentarias) con actividades antioxidanie, antiinflamatoria, antiviral,
antidiabética, cardioproiectora. newroproteciora y quimioproteciora; ademas de proteger
contra infecciones e isquemia. reduciendo la obesidad y previniends el envejecimiento.
También praporcionan compociciones filoterdpicas tiles para lac mizma aciividades
terapéuticas, preparadas a partir del complzjo de resveratrol y el compuesto ciclodextrina,

preferentemente beia-ciclodextrina/irans-resveratrol.

$
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EETVINDICACIONES EHME!NDADAS

Reivindicaciones

Procezo para la preparacicn dal complejo <oluble = agua contenizndo el compuzzsto
resveratrol: Productoz que conforman dicho compleio y Usos de los micmos

1. Proceso para la obtencién del complejo coluble de recverairol y el
compnesto ciclodextring caracterizado por estar conformade de los siguientas pasos:

a) ciclodextrina completaments homogenizada en agua, con caleniamiento
de 50 2 RO°C. hacta que una concentracién de ciclodes tring mas baja o igual a 50mM,;

b) agreqar, 2 la colucién reculianie, un zolvenie Organics
aceptable y miscible en agua, hacta una proporcién de solvente organico-agna que oscile de
l:1al:s;

c) agregar. a la mezcla rzculiante del paco (b), una salucién del compuesto
resveratrol diluido en un colvente oreanico fiziolégicaments acepiable y miccible en agua, y
caliente 1a mezcla resultanie a una lemperatura que occile enwe 50 a 80°C;

d) enfriar lentamente la solucién recultante del paco (¢) hasta precipitacion
de cristales del complejo de dicho compaesio resveratrol/cicloderirina; y

e) separar los cristales  de  dicho complejo  del  compuesto
resveratrol/ciclodextrina.

2. Proceso, de acuerdo a la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho que
dicha ciclodextrina ec seleccionada del grupe conformado  por w-ciclodextrina, p-
ciclodextrina, y-ciclodertrina, hidroxietil-P- cicloderirina, hidroxipropil-p- ciclodextiina,
sulfobutil eter B- ciclodextring, meiil-P- ciclodextrina, dimetil-p- ciclodexirina, random
dimetilado - ciclodexirina  random nietilado  B-  ciclodzxirina, carboximetil-fp-
ciclodextrina, carboximetil etil-f- ciclodexuinag. dieiil-p- ciclodextrina. ri-O-metil-p-
ciclodextrina, tri-O-etil-B- ciclodex(rina. uri-O-butilril-B- ciclo:l«':xtriﬁa. tri-O-valeril-f-
ciclodextrina, di-O-hexanoil-P-  ciclodexirina, glucosil-p-  ciclodexirina, maltosil-f-
ciclodextrina, y 2-hidro::i—3-lrimr:tiI-aminoprqz»il-f}- ciclodexirina y sus combinaciones.

3. Proceso de acuerdo a la reivindicacion 2, caracizrizade por 2] hecho que
dicha ciclodextrina es B- ciclodextrina.

4. Proceso de acuerdo a la reivindicacian 1, caracterizado por el hecho de
que dicho compuesto resveratrol es seleccionade de un grupo conformado por resveratrol,

trans-3.5-dimetovi-4"-hidroxi-estilbeno, irans-3.5.4%-trimetoxi-estilbene y  wans-3,5-
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hidroxi-4*-matoxi-estilbeno,  uans-2.5-diacziil-4’ -hidroxj-eo tilbeno, wrans-3.5.4"-triacetil-
estilbeno y trang-3.5-hidrovi-4"-acelil-zstilbenc o sus combinaciones.

5. Proceso. de acuerdo a la reivindicacion 1. caracteri-ada por el hecho quz
dicho resveratrol es iranc-resveratrol,

6. Proceso, de acuerdo a la reivindicacién 1, caracierizade por el hecho que
dicho solvente ec zeleccionada a pariiv de un grupo conformado por stanal, £iona,
DMSO. 4cido acético.

7. Proceso. de acuerdo a la reivindicacion 6. caracteri-ado por el hecho que
dicho solvente organico fisiolégicaments aceptable y miscible en agua &5 gtanol.

8. Proceso de acuerdo a la reivindicacion 3. caracterizado por el hacho que la
concentracion de dicha bata-ciclacexiring de la solucidn en el paso (a) ooeila de 20 a 60
mM.

9. Proceso de acuerdo a la reivindicacion &, caracterizads por el hecho que
dicha concentracién de dicha beta-cicloderiring oocila de 40 a 50 mM.

10. Proceso, de acuerdo a la reivindicacién 1. caracterizade por el hecho que
en el paso (b). preferentemeante. 1a adicion de dich solvenie organico fiziclégicamente
aceptable y miscible en agua ez llevada a cabo con cale =niamicnio s una u,mlmatun ade 50a
80°C, duranie 60 a 180 segundos.

L. Proceso de acuerdo a la reivindicacién}. caracterizado por ¢l hecho que
la concentracién de dicho corpuzste resyerairol de dicha solucion en el paco (¢) oscila de
20 a 80 mM.

12. Proceso de acverdo a la reivindicacion 1 I, caracterizade por el hecho que
dicha concentracion de dicho compuesto resverairol oscila de 40 a 50 M.

13. Proceso de acnerde a la reivindicacién I, caracierizada por el hecho que
el enfriamiento de 1a colucidn en 2l pase (d) =z levado a cabo gradualmenie y lentamente a
una temperatura de 10 a 20°C. siendo dicha solucién mantenida bajo repozo a esta
temperatura para la precipitacion del complejo formado.

14. Proceso de acuerdo a la reivindicacion 1. caracierizada por 2l hecho que

el enfriamiento de la solucion en el paso (d) es levado a cabeo ¢

C

radualments v leniamente a
una temperatura de 13 a 17°C. siendo dicha solucién manienida bajo reposo a esta

rperatura para la precipitacién del coraplejo formado.

@)
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15. Proceso de acuerdo a la reivindicacién 1. caracterizads por &l hecho que
la ceparacion de los cristales de dicho complejo compuesto de recveratrol/ciclodertrina es
realizado por filtracién bajo presién reducida.

16. Proceso de acuerdo a la reivindicacién 1. caracterizado por el hecho que,

adicionalmente. loc cristales de dicho complejo compussio de resveramrol/ciclodexirina
resultante del pazo (2) con :ometidé.s a secamiento.

17. El complejo compuesio de resveratrol y ciclodextring caracierizado por
ser un solido en su forma crisialina.

18. Compilejo, de acuerdo a la reivindicacién 17, caracizrizado por el hecho
que dicho compuesto resveratrol es seleccionads de un grupo conformado por resveratrol,
trans-3.5-dimetoxi-4"-hidroyi-zciilbeno. trans-3.5.4"-irimzloxi-estilbeno y trans-3,5-
hidro:-:i-4~$-n'|r:t0:~:i-eztil'»-3110, tranz-B,S-::li-/:u:-r:«iil-4’—l'1idro:':i-eutilbeno, trans-3.5.4"-(riacetil-
estilbeno y tranc-2.5-hidroxi-4"-acetil-esiilbeno o cus combinaciones.

19. Complejo. de acuerdo a la reivindicacion 18, caracterizado por el hecho
que dicho compuesto resveratrol es trans-resverairol.

20. Complejo, de acuerdo a la reivindicacién 17, caracterizado por el hecho
que dicha ciclodextrina ez seleccionada del grupo conformade por a-ciclodextrina, f-
ciclodextrina, y-ciclodestrina, hidroxietil-f~ ciclode:xirina, hidroxipropil-- ciclodextrina,
sulfobutil eter - ciclodertrina, melil-f- ciclodextring, dimetil-p- ciclodetring, random
dimetilado  B- ciclodevtrina. randorn  raciilado - cicloderirina, carboximelil-p-
ciclodextrina, carboximetil etil-fi- ciclodextrina, dietil-p- ciclodexirina, tri-O-metil-p-
ciclodextrina, tri-O-etil-- ciclodesxirina, tri-O-buiilril-p-  ciclodexwina, iri-O-valeril-B-
ciclodextrina, di-O-hexanoil-p-  ciclode; irina. glucosil-f-  ciclodexirina, maltocil-f-
ciclodextrina, y 2-hidro::i-3-trimetil-aminopropiI-B- ciclodextrina y sus combinaciones.

21. Complejo, de acuerdo a la reivindicacion 20, caracterizado por el hecho

que dicha ciclodextrina es P-ciclodextrina.

[¢]

22. Composicidn nutracéuiica caracteri=ada por conctar de un component
activo y/o funcional, el complejo definido en las reivindicaciones 17-21, v un vehiculo
nutracéuticamente aceptable fales como: diluenies; lubricantes; aglutinantes; desagregantes;
mezelas efervescentes: coloranten (iinturaz); a=iecares; agentes humeciantes; y custancias
hutracéuticamente inactivas y atoxicas;

23. Composicion farmacéutica caracteri=ada por constar de un componente

activo y/o funcional. el complejo definido en las reivindicaciones 17-21, y un vehiculo

&)
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farmacéuticamente  aceptable  ialez  como: diluznies;  lubricantes;  aglutinanies;
decagreaantes; mezclas efery escenies; coloranies (tinturag); azicaras; agenies humeciantes;
y sustanciac farmacniicamenie inaciivas y atéxicas;

24. Uso del complejo definido en las reivindicaciores 17- 21, caractzrizado
por ser la preparacion de un medicamenio para 2] tratarienio de las 2 iguienties condiciones
de enfermedad: antiinflamatoria, antiviral. antidiabética, cardioprotectors, nenroproleciora
y quimioprotectora, ademas de protegzi conira infecciones e izquemia, reduciendo la
obesidad y previniendo el envejecimiento.

25. Uso. de acuerdo a la reivindicacion 24. car: actzrizado por ser la
preparacion de un medicaments, praducio filoterdpico y/o alimento funcional,

26. Uso, de acuerdo = la reivindicacién 25, caractzrizado por zer la
preparacion de un alimento que es seleccionado de un grupo conformado por jugos,

nectares, isotdnicos o combinaciones de loz mizmos.

&Y
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REFERENCIA Radicacidn No. 10 21163
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Tramite 11

Evento 378

Actnacidn 430

Oficio No. &7 +qr
Cono  vesuliado Azl examsn Jdz Eorma, realizado con fundamento en )l artizculo 28 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad 2ndins, avificule 27 del Tratado d2
Cooperacidn  2n Maieris de Patentes (PCT), regls 51 biz del Reglamento y Cizaounlar
Tnics de la Superintandsncia de Induztria y Comercio, 22 le comunica que:
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exiatencia y represantacién  legal  de la sociedad solicitante, cuandos Esta fuere
persona juridica.
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Cédigo ds  Procedimienco Civil., Cuando  se trate de las declarvacionsz a que hacs
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En cumplimi

Notifiquese <1 presents oficic conformzs a
), del capitulc guinto del titulo primsro

Al contaster favor iandigue &l ndmero
de radicecidn congignado n :l rd:iulo

la Jispvw:rn
11q.

1o 29 de la Dacisidn 486, s= le
sijniEﬁtes sz la fecha de
ntericrment:s snuncizados.
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